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Elaboration of a PCR test for the detection of Past. multocida dermonecrotoxigenic strains
in nasal swabs of pigs

Summary

Atrophic rhinitis is a disease of high economic impact for pig production, caused by Pasteurella multocida
(P.m.) strains able to produce dermonecrotoxin (DNT). In general the diagnosis of pigs’ infection with P.m. is
based on the direct detection of bacteria from nasal swabs and their identification as well as on the detection
of DNT specific antibodies by using an ELISA test. The aim of the study was the elaboration of a PCR test for
the detection of dermonecrotic strains of P.m. directly in nasal swabs. The optimalization of the process
includes: estimation of Mg** concentration, the temperature of primer hybridization and the number of cycles.
The specificity and sensitivity of the test was estimated for both bacterial culture and nasal swabs. The
optimal conditions were as follow: Mg** concentration — 2.5 m M/reaction; the temperature of primers
hybridization — 56°C; and the number of cycles — 50. The sensitivity of the test for both the culture and nasal
swabs was 2.5 x 10° cfu/ml. The test was also highly specific — the product of 501 bp was detected only in the
samples containing DNA of P.m. Summarizing, the elaborated test was specific and sensitive enough to be
used for routine detection of P.m. DNT strains in clinical samples and for the elimination of the carriers from

the herd.
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Zakazne zanikowe zapalenie nosa §win (zzzn) jest cho-
roba o istotnym znaczeniu dla efektywnej produkcji trzo-
dy chlewnej, wywotywana przez szczepy Pasteurella
multocida (Pm.) zdolne do wytwarzania dermonekrotok-
syny (DNT) (17). Zakazenia $win szczepami Pm. DNT,
z uwagi na prowadzona immuno- i chemioprofilaktyke,
moga wystepowaé w formie podklinicznej lub nawet bez-
objawowego nosicielstwa (12). Uzasadnia to skrupulatne
badania laboratoryjne ukierunkowane na wykrywanie
obecnosci lub braku wymienionego drobnoustroju, szcze-
g6lnie u zwierzat nowo wprowadzanych do stad (7, 8).

Metody stosowane w diagnostyce laboratoryjnej zmie-
nialy si¢ wraz z rozwojem technik badawczych 1 dostgp-
noscia aparatury. Obecnie w wigkszosci laboratoriow ba-
dania ukierunkowane na wykrywanie czynnikoéw choro-
botworczych odpowiedzialnych za wywotywanie poszcze-
g6Inych jednostek chorobowych zwierzat prowadzone sa
z wykorzystaniem osiagnig¢ biologii molekularnej (5, 8).

Dotychczasowa diagnostyka zakazen §win P.m. opie-
rata si¢ na bezposredniej izolacji drobnoustrojow z wy-

*) Praca finansowana ze $rodkow na nauke w latach 2007-2010, jako projekt
badawczy nr N308322833.

mazow z nosa 1 ich identyfikacji (4, 13, 15). Pomimo Ze
metoda ta posiada szereg ograniczen (jest czaso- i praco-
chtonna, a jej wynik jest uzalezniony od wielu czynni-
kéw, w tym m.in. czasu, jaki uplynat od pobrania mate-
riatu do rozpoczgcia badania i warunkow jego transpor-
tu) jest ona uznawana za tzw. zloty standard. Powszech-
nie stosowang posrednia metoda diagnostyczna byto row-
niez wykrywanie swoistych dla Pm. DNT przeciwcial
W surowicy $win z wykorzystaniem immunoenzymatycz-
nego testu ELISA (6, 19).

Celem badan byto opracowanie testu PCR do wykry-
wania Pm. DNT bezpo$rednio w materiale klinicznym,
ktory charakteryzowalby si¢ wysoka powtarzalnoscia,
czulo$cia, swoistoscia, jednoznacznoscia wyniku i lat-
woscia jego interpretacji. Gen kodujacy dermonekro-
toksyne P.m. jest uwazany za specyficzny dla tego gatun-
ku bakterii oraz charakterystyczny dla patogennych szcze-
pow Pm. wywolujacych objawy chorobowe u $win (3,
10, 16). W krajowych laboratoriach weterynaryjnych
dotychczas nie prowadzi si¢ rutynowych badan roz-
poznawczych w kierunku Pm. DNT przy uzyciu testu
PCR.
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Materiat i metody

Szczepy bakteryjne. Do optymalizacji warunkow reakcji
amplifikacji genu kodujacego Pm. DNT oraz oceny czutosci
1 specyficznosci testu PCR uzyto referencyjnego szczepu P958
Pm. namnozonego na agarze z dodatkiem 5% krwi konskiej,
przez 24 godziny, w 37°C, w warunkach tlenowych. W celu
uzyskania jednorodnego materiatu wyjSciowego sporzadzono
zawiesing z wyhodowanych kolonii szczepu P958, o gestosci
0,5 w skali McFarlanda. Do okreslenia czuto$ci reakcji wyko-
nano nastgpnie szereg dziesigtnych rozcienczen zawiesiny.

Ponadto do kontroli specyficznosci testu wykorzystano ma-
teriat genetyczny drobnoustrojow, ktore potencjalnie moga si¢
znajdowac w jamie nosowe;j i uktadzie oddechowym $wini. Ich
wykaz oraz zrédto pochodzenia przedstawiono w tab. 1.

Ekstrakcja DNA. Do ekstrakcji bakteryjnego DNA wyko-
rzystano zestaw Genomic DNA Prep Plus — izolacja z czystej
kultury bakteryjnej (A&A Biotechnology, Gdansk). Pobrano
po 100 ul kazdego rozciefczenia zawiesiny szczepu P958 Pm.
i dalej postgpowano zgodnie z instrukcja podang przez produ-
centa zestawu. Uzyskane DNA wykorzystywano bezposred-
nio do reakcji PCR lub przechowywano w —80°C do dalszych
badan.

Optymalizacja warunkow amplifikacji. Proces optymali-
zacji rozpoczgto od okreslenia stgzenia jonow magnezowych
(Mg*). Optymalna warto$¢ stezenia Mg?* wyznaczono prze-
prowadzajac szereg reakcji PCR, w ktorych uzywano od 2,5 mM
do 3,5 mM Mg?".

Nastepnie optymalizowano temperaturg przylaczania star-
terow, stosujac nastepujace warunki: 53°C, 56°C 1 60°C.

Kolejno ustalono liczbg cykli, ktora determinowata osiagnig-
cie optymalnej wydajnosci reakcji amplifikacji. Amplifikacjg
DNA przeprowadzano w 30, 40 i 50 cyklach.

Startery do reakcji PCR. Do amplifikacji fragmentu genu
toxA kodujacego Pm. DNT, wykorzystano parg starterow
toxA6/toxA’7, ktérych sekwencja zostata opublikowana przez

Tab. 1. Wykaz szczepoéw bakteryjnych wykorzystanych w badaniach
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Register i wsp. (tab. 2). Amplifikowano fragment o dtugosci
501 pz.

Amplifikacje przeprowadzono w mieszaninie reakcyjnej
zawierajacej 2,5 mM MgCl, dNTP (mix o koncentracji 10 mM),
bufor enzymatyczny, 5 U termostabilnej polimerazy Taq (Gold
Polimerase, Roche), startery w st¢zeniach 20 pM/reakcje, ma-
trycowy DNA (2,5 pl) oraz wodg do koncowej objetosci 25 pl.

Reakcjg przeprowadzono w termocyklerze Biometra PTC-100
(MJ Research INC, USA) uzywajac programu o nastgpujacych
parametrach: 95°C 10 min. (denaturacja wstgpna), a nastepnie
95°C - 30 sek., 56°C — 30 sek., 72°C — 30 sek. Koncowy etap
wydtuzania przeprowadzono w 72°C przez 10 minut.

Otrzymany produkt amplifikacji identyfikowano w 2% zelu
agarozowym barwionym bromkiem etydyny o stgzeniu 1 pl/ml.
Elektroforezg przeprowadzano przez okoto 35 minut w bufo-
rze 1XTAE (40 mM Tris, kwas octowy, 0,1 mM EDTA), przy
statym napigciu i nat¢zeniu réwnym 350 mA. Wielko$¢ pro-
duktu oceniano przez poréwnanie go z markerem masy mole-
kularnej GeneRuler™100 bp DNA Lauder Plus (Fermentas).

Po standaryzacji testu PCR oraz okresleniu jego czutosci
i specyficznos$ci w czystej kulturze bakteryjnej przystapiono
do ustalenia warunkow reakcji w odniesieniu do materiatu kli-
nicznego (wymazy z nosa). Z powodu braku zwierzat SPF
material w postaci wymazow pobierano z jam nosowych §win
pochodzacych ze stada o wysokim statusie zdrowotnym, uprzed-
nio poddanych chemioprofilaktyce. Badania przeprowadzono
na wyosobnionej w izolatorium grupie 10 tucznikdw o masie
ciata 70-90 kg, nie poddanych immunizacji przeciwko zzzn.
W czasie poprzedzajacym pobranie wymazow przez dwa ty-
godnie zwierzgtom podawano oksytetracykling (Tetradur),
w dawce 80 mg/kg i.m., w odstgpach 4-dniowych. W okresie
podawania antybiotyku przeprowadzono dwukrotne badanie
kontrolne w kierunku obecnosci P.m. klasyczna metoda bakte-
riologiczna. Po uzyskaniu wynikow negatywnych i tuz po za-
konczeniu podawania antybiotyku od wymienionych zwierzat
pobrano 20 wymazdw z nosa, ktorych uzyto do okreslania czu-
losci opracowywanej metody.

W celu otrzymania materiatu do ekstrakcji wyma-
zy z nosa pobrane od tucznikéw zanurzano w 1 ml

Gatunek Nazwa szczepu Pochodzenie Jatowego roztworu soli fizjologicznej, probowke in-
Sz02ep szczepionkowy bioprenaray tensywnie wytrzasano, a nastgpnie pobierano 500 pl
Pasteurella multocida (DNT) | P958 Rhin o'\]rac s e jednorodnej zawiesiny i wirowano (13 000 obrotow,
5 minut, temperatura otoczenia). Supernatant zlewa-
Pasteurella mulfocida P347 lzolat wtasny, PIWet-PIB Putawy no, a uzyskany na dnie osad inokulowano dziesigtny-
Bordetella bronchiseptica 3/34/02 B.br. Izolat DTU Kopenhaga m.i rozcienczeniami szczepu P958; po 100 pl. Catko-
. . wite DNA ekstrahowano przy uzyciu tego samego
Haemophilus parasuis Hps ref. 5 Izolat wtasny, PIWet-PIB Putawy zestawu, co w przypadku czystej kultury bakteryjne;j,
Actinobacillus ale stosujac protokot do izolacji z tkanek. Roznit sig
pleuropneumoniae App ref 9 L AL O on od poprzedniego czasem inkubacji (w odniesieniu
Actinobacillus indolicus 2/65/98 A.i Izolat DTU Kopenhaga df) bakter}l stqsowano 20 mmutz awp rzypadku 't.kan-
ki 1 godzing) i temperatura trawienia (dla bakterii sto-

Actinobacillus porcinus 2/35/04 A.p Izolat DTU Kopenhaga sowano 37°C, a dla tkanki 50°C).
Actinobacillus minor 2/43/01 A.m lzolat DTU Kopenhaga _ Oczyszczone DNA pod@awano bezposrednio reak-
) cji amplifikacji lub zamrazano w —80°C do czasu dal-
Streptococcus suis |l $1043 Izolat wtasny, PIWet-PIB Putawy szych analiz. Warunki reakcji byly analogiczne jak
Arcanobacterium pyogenes | A143 Izolat wtasny, PIWet-PIB Putawy w przypadku testu PCR z DNA uzyskanym z czystej

Salmonella Choleraesuis | SCh23 lat wh ' kultury bakteryjnej.

almonella Choleraesuis Izolat wtasny, PIWet-PIB Putawy Po optymalizacji warunkow testu do wykrywania
Pm. DNT w wymazach z nosa zdrowych tucznikow,
Tab. 2. Charakterystyka starteré6w uzytych w tesScie PCR inokulowanych w waranach doswiadczalnych szcze-
pem referencyjnym P958 Pm., zastosowano
LA Sekwencja (5>3) Amplifikowany | Amplikon | oo oo eivo test do rutynowych badan diagnostycznych
startera gen PCR (pz) w kierunku zzzn prowadzonych w Zakladzie
toxA_6 | TGCTCAAATCCTAAATCACCTTGT toxA 501 Chorob Swin PIWet-PIB w Putawach (wyniki
toxA_7 | ACTACAGATTCCTAACAAAGGTTCTGG ;};Zl;}gadan vostana preedstawione w odrebnel



Wyniki i omowienie
Zastosowane w badaniu sekwencje starterow,

przedstawione w tabeli 2, charakteryzowaly sig¢ kon-
serwatywnoscia i wykazywaty wysoka homologi¢ do

matrycy, co eliminowato ryzyko otrzymania wynikow 5, bz

falszywie dodatnich lub ujemnych. Przeprowadzona
analiza wykazala, ze wybrane startery amplifikowa-
ty jedynie specyficzne fragmenty DNA Pm. DNT,
co potwierdzito opisana przez innych autoréw wysoka
swoistos¢ gatunkowa tych oligonukleotydow (10, 18, 21).

W czasie optymalizacji reakcji PCR stwierdzono, ze
najkorzystniejsze stezenie jonéw magnezowych wynosi
2,5 mM/reakcjg (ryc. 1), optymalna temperatura przyla-
czania starterow wynosi 56°C (ryc. 2), a liczba cykli po-
trzebna do wydajnej amplifikacji DNA wynosi 50 (ryc. 3).

W kolejnym etapie doswiadczenia okreslono czuto$é
reakcji PCR. Oznaczenie czuto$ci mozliwe byto na pod-
stawie okreslenia minimalnej liczby komorek bakteryj-
nych, ktora byta wystarczajaca do przeprowadzenia reak-
cji amplifikacji. Badajac szereg rozcienczen hodowli Pm.
o wyjsciowej koncentracji 2,5 x 10® jednostek tworza-
cych kolonie/ml (j.t.k./ml) wykazano, ze reakcja jedno-
etapowa pozwolita na wykrycie 2,5 x 10°j.t.k./ml (ryc. 4).
Uzyskane wyniki sa zblizone do opisanych przez innych
autoréw. Dla przyktadu, Lichtensteiger i wsp. (14), analizu-
jac kolejne rozcienczenia hodowli Pm. ustalili, ze czutos¢
reakcji ksztattowata si¢ na poziomie kilkuset komorek.

Czulos$¢ reakcji PCR okreslona w warunkach ekspery-
mentalnych, na podstawie badania oczyszczonego DNA
uzyskanego z namnozonych kultur bakteryjnych, moze
odbiegac od czutosci osiaganej w przypadku analizy ma-
terialu biologicznego, co wynika gtownie ze ztozonos$ci
chemicznej probek klinicznych i wystgpowania w nich
wielu niezidentyfikowanych substancji, ktére moga ha-
mowa¢ amplifikacje.

Analiza poréwnawcza wynikoéw uzyskanych w bada-
niach wiasnych wykazata, ze czulo$¢ opracowanej meto-
dy wykrywania materiatu genetycznego Pm. DNT w prob-
kach klinicznych ksztaltowala si¢ na takim samym po-
ziomie, jak w przypadku rozcienczen dziesigtnych czys-
tej kultury bakteryjnej (ryc. 5). Z uwagi na fakt, ze Pm.
DNT wystepuja w zatokach nosowych w duzo wigkszej
liczbie niz w dalszych odcinkach drog oddechowych,
osiagnigta czutos¢ metody jest wystarczajaca do wykry-
wania obecnosci bakterii bezposrednio w wymazach z no-
sa (1, 2). Na podkreslenie zastuguje fakt, ze pomimo za-
nieczyszczenia wymazow innymi drobnoustrojami bytu-
jacymi w jamie nosowej czuto$¢ opracowanej metody nie
zmniejszyta si¢ po jej zastosowaniu do rutynowego bada-
nia materiatu klinicznego. Wskazuje to, ze uzyskane wy-
niki badan wlasnych poszerzaja osiagnigcia Register i wsp.
(18), ktorzy zastosowali opisana metodg jedynie w od-
niesieniu do czystej kultury bakteryjnej, bez mozliwosci
wykrywania DNA bakterii w zanieczyszczonym materia-
le klinicznym, jaki stanowia wymazy z nosa.

Ze wzgledu na fakt, ze startery wykorzystywane w ba-
daniach syntetyzowano na podstawie pismiennictwa, nie-
zbedne byto okreslenie ich swoistosci, zar6wno w odnie-
sieniu do szczepu referencyjnego P958, jak i w stosunku
do izolatéw terenowych innych gatunkéw drobnoustro-
jow, ktore potencjalnie wystgpuja w jamach nosowych
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Ryc. 1. Wplyw stezenia Mg?* na czulo$é i swoisto$¢ jednoeta-
powej metody PCR do wykrywania genu toxA Pasteurella
multocida

Objasnienia: M — wzorzec masy molekularnej; 1-5 — dziesigtne
rozcienczenia Pm. przy stezeniu Mg?* 2 mM; 6-10 — dziesigtne
rozciefnczenia P.m. przy stezeniu Mg?* 2,5 mM; 11-14 — dziesiet-
ne rozcienczenia P.m. przy st¢zeniu Mg*" 3,0 mM; K(m) — kon-
trola mieszaniny reakcyjnej

M12345 M6 78 910M11121314 15 K(m)

o 111

Ryec. 2. Wplyw temperatury hybrydyzacji starteréw na czu-
los¢ i swoisto$¢ jednoetapowej metody PCR do wykrywania
genu toxA Pasteurella multocida

Objasnienia: M (jw.); 1-5 — rozcienczenia dziesigtne Pm. przy
temperaturze hybrydyzacji 53°C; 6-10 — rozcienczenia dziesigt-
ne Pm. przy temperaturze hybrydyzacji 56°C; 11-15 — rozcien-
czenia dziesig¢tne P.m. przy temperaturze hybrydyzacji 60°C;
K(m) (jw.)

M1 2345 M6728910MI1112131415K(m)

Ryc. 3. Wplyw liczby cykli na czulo$é i specyficznos¢ metody
PCR do wykrywania genu toxA Pasteurella multocida

Objasnienia: M (jw.); 1-5 — rozcienczenia dziesigtne P.m. po 30
cyklach; 6-10 — rozcienczenia dziesigtne Pm. po 40 cyklach;
11-15 — rozcienczenia dziesi¢tne P.m. po 50 cyklach; K(m) (jw.)

M12 3 456 7 8 91011 K(m)

Ryec. 4. Czulo$é jednoetapowej reakcji PCR do wykrywania
genu toxA Pasteurella multocida w czystej hodowli bakteryj-
nej szczepu P958 P.m. zawieszonej w roztworze fizjologicz-
nym o wyjsciowej koncentracji 2,5 x 108 j.t.k./ml
Objasnienia: M (jw.); 1-11 —rozcienczenia dziesigtne Pasteurel-
la multocida (10°-1071%); K(m) (jw.)
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M 12345678 91011 K(m)

Ryec. 5. Czulo$¢ jednoetapowej reakcji PCR do wykrywania
genu toxA Pasteurella multocida w wymazach z nosa §win in-
okulowanych dziesi¢tnymi rozcienczeniami szczepu P958 P.m.
Objasnienia: M (jw.); 1-11 — wymazy inokulowane dziesigtnymi
rozcienczeniami P958; K(m): (jw.)

M12 3 456 7 8 91011 K(m)

Ryec. 6. Swoistos¢ jednoetapowej reakcji PCR do wykrywa-
nia genu toxA Pasteurella multocida

Objasnienia: M (jw.); 1 — kontrola dodatnia szczepu P958 Pm.;
2 —szczep P347 Pm.; 3 — Bordetella bronchiseptica, 4 — Haemo-
philus parasuis; 5 — Actinobacillus pleuropneumoniae; 6 — Acti-
nobacillus indolicus; 7 — Actinobacillus porcinus; 8 — Actino-
bacillus minor; 9 — Streptococcus suis; 10 — Arcanobacterium
pyogenes; 11 — Salmonella Choleraesuis; K(m) (jw.)

1 uktadzie oddechowym §wini. W wykonanych badaniach
oczekiwany produkt wielkosci 501 pz otrzymano tylko
w probkach, w ktorych uzyto DNA szczepu P958, co po-
twierdza swoisto$¢ opracowanego testu (ryc. 5).

Reakcja polimeryzacji tancuchowej jest szeroko sto-
sowana do szybkiego wykrywania materialu genetyczne-
go patogendw, szczegolnie takich, ktorych hodowla in
vitro jest dtugotrwala lub trudna (11, 20). Identyfikacja
drobnoustrojow przy uzyciu tej metody nie wymaga do-
stegpu do materiatu $wiezo pobranego, calych nieuszko-
dzonych komorki bakterii, a jedynie do ich materialu ge-
netycznego. Istotng zaleta testow diagnostycznych opar-
tych na PCR jest takze wysoka ich czuto$¢, pozwalajaca
uzyskac pozytywny wynik w przypadku obecnosci teore-
tycznie nawet jednej kopii DNA lub nawet fragmentu
genu. Eliminuje to czasochtonny etap konwencjonalnej
diagnostyki mikrobiologicznej, tzn. inkubacj¢ drobno-
ustrojow in vitro na podlozach bakteriologicznych i ich
identyfikacjg fenotypowa z wykorzystaniem r6znych me-
tod (15).

Jak wspomniano we wstegpie, alternatywny sposob
wykrywania zakazen stad $win Pm., polegajacy na de-
tekcji antygenu Pm. testem immunoenzymatycznym, nie
pozwala na rozroznienie izolatdw P.m. DNT(+) od Pm.
DNT(-), stad jego przydatno$¢ w rozpoznawaniu zzzn Jest
ograniczona. Z kolei badaniem serologicznym przy uzy-
ciutestu ELISA przeznaczonego do wykrywania przeciw-
ciat dla Pm. DNT nie mozna rozrézni¢ przeciwcial anty-
-DNT Pm, ktore sa efektem szczepienia profilaktycznego
od przeciwciat, ktore powstaty w wyniku stymulacji ukta-
du immunologicznego przez drobnoustroj (w toku zaka-

545

zenia), dlatego nie powinien by¢ on stosowany do oceny
stanu zdrowia §win wprowadzanych do stad wolnych od
tej choroby (8, 19). Z wymlemonych powodow opraco-
wany test PCR wydaje si¢ mie¢ szerokie zastosowanie
praktyczne w diagnostyce zzzn.

Podsumowujac, w pracy przedstawiono optymalizacje
oraz oceng czulosci i swoistosci testu PCR do wykrywa-
nia Pm. DNT zardwno w czystej kulturze bakteryjnej,
Jak 1 w materiale klinicznym. Uzyskane wyniki charak-
teryzuja si¢ wystarczajaca czulo$cia i specyficznoscia,
w zwiazku z tym opracowany test moze byc wykorzysty-
wany do rutynowego wykrywania szczepow Pm. DNT
oraz stanowi¢ podstawe eliminacji bezobjawowego nosi-
cielstwa omawianych patogenow ze stad Swin.
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